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ABSTRAK 
 
Nama  : INDRA HIDAYAT ZAHMI ASIS 
NIM  : 70100109043 
Jurusan : Farmasi 
Judul Skripsi : UJI AKTIVITAS ANTIBAKTERI EKSTRAK n-HEKSAN 
BATANG BROTOWALI (Tinospora crispa L. Miers) 
TERHADAP BEBERAPA BAKTERI PATOGEN 
 
Telah dilakukan uji  aktivitas antibakteri ekstrak n-Heksan batang 
brotowali  (Tinospora crispa L.Miers). Ekstraksi senyawa dilakukan dengan cara 
maserasi dengan pelarut etanol 96 %. Hasil uji fitokimia menggunakan pereaksi 
Lieberman-Burchard menunjukkan bahwa ekstrak tersebut positif mengandung 
golongan senyawa steroid, dan pereaksi Alumunium Klorida menunjukkan 
bahawa ekstrak tersebut positif mengandung senyawa Flavanoid. 
Penelitian ini terdiri dari beberapa tahap. Tahap ekstraksi menggunakan 
pelarut etanol 96%. Tahap partisi menggunakan pelarut n-heksan; kemudian 
partisi etil asetat dan partisi metanol. Tahap uji senyawa aktif ekstrak n-Heksan 
menggunakan metode KLT Bioautografi. dengan pelarut kloroform; metanol (1:1) 
dan menggunakan eluen n-Heksan; Etil Asetat (3:1). Tahap akhir identifikasi 
senyawa aktif pada KLT menggunakan beberapa pereaksi. 
Dari hasil penelitian diatas, metode KLT bioautografi menunjukkan 
penghambatan pada beberapa bakteri yaitu E. coli, P. aeruginosa, S. epidermis, S. 
mutans, dan Vibrio sp. Dan dari hasil identifikasi senyawa kimia maka diperoleh 
senyawa flavanoid dengan nilai Rf: 0,54 dan steroid dengan nilai Rf: 0,81. 
 
Kata kunci :, batang brotowali, partisi, identifikasi, steroid, flavanoid.  
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ABSTRACT 
 
Name  : INDRA HIDAYAT ZAHMI ASIS 
NIM  : 70100109043 
Study  : Farmasi 
Title : ANTIBACTERIA ACTIVITY TEST OF BROTOWALI STEM 
(Tinospora crispa L. Miers) n-HEXANE EXTRACT  AGAINST 
SOME PATOGEN BACTERIALS  
  Antibacteria activity test of brotowali stem (Tinospora crispa L. Miers) n-
hexane extract have been done. Compound extraction done by maseration with 
etanol 96% solvent. Result of phytochemical test using Lieberman-Burchard 
reagent showing that the extract contains steroid compound group, and aluminium 
chloride reagent showing that the extract positively contains flavanoid compound. 
This research consist of several steps. The extraction step using ethanol 
96% solvent. The partition step using n-hexane solvent; then ethyl acetate 
partition; and \methanol partition. The active compound test of n-hexane extract 
step using TLC bioautography with chloroform:methanol (1:1) solvent and using 
n-hexane-ethyl acetate (3:1) solvent. The active compound identification step on 
TLC using several reagent. 
From the above research, TLC bioautography showing some hamper on 
growing of E. Coli, P. Aeruginosa, S. Epidermis, S. Mutans, dan Vibrio sp 
bacteria. And from the result of chemical compound identification showing 
flavanoid with Rf value: 0,54, and steroid with Rf value: 0,81 
 
Keywords :, brotowali stem, partition, identification, steroid, flavanoid. 
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BAB I 
PENDAHULUAN 
A.LatarBelakang 
 
Peran tanaman dalam mendukung kehidupan manusia telah ada sejak 
manusia ada di muka bumi. Bahkan pemanfaatan tanaman untuk kesehatan 
akhirnya menjadi bagian dari budaya masyarakat yang diturunkan dari generasi ke 
generasi (Widiyastuti, 2004: 56). 
Saat ini penggunaan herbal dalam pengobatan komplementer dan alternatif 
di Indonesia semakin populer. Bukti-bukti empiris dan dukungan ilmiah yang 
semakin banyak terhadap khasiat herbal menyebabkan herbal semakin populer di 
kalangan masyarakat Indonesia. (Ning Harmanto, Ahkam Subroto, 2007: 138) 
Kelebihan dari pengobatan dengan menggunakan ramuan tumbuhan secara 
tradisional tersebut ialah tidak adanya kurangnyaefek samping yang ditimbulkan 
seperti yang sering terjadi pada pengobatan kimiawi. 
Penyakit infeksi masih menjadi salah satu masalah kesehatan serius yang 
dihadapi oleh dunia. Hampir 14 juta orang tiap tahunnya meninggal dunia akibat 
menderita penyakit infeksi (Schlein, 2009: 90). Penyakit infeksi diduga menjadi 
salah satu masalah utama yang menyebabkan kecacatan dan kematian di negara 
berkembang (Ambrus, 2004: 37). Infeksi dapat terjadi karena dipengaruhi oleh 
faktor-faktor utama, yaitu kerentanan hospes, kemampuan mikroba untuk 
menimbulkan infeksi dan keadaan lingkungan yang sesuai untuk perkembangan 
mikroba. Salah satu bakteri penyebab infeksi yang dapat menimbulkan 
2 
 
 
 
kesakitankematian akibat infeksi oleh bakteri ini diduga mencapai 50%, 
tergantung dengan jenis infeksinya (Kulkarni, 2009: 48). 
Para ahli dari berbagai negara seperti Jerman, India, Cina, Australia, 
Indonesia, dan sebagainya, tidak henti-hentinya mengadakan penelitian dan 
pengujian berbagai tumbuhan yang secara tradisional digunakan untuk 
penyembuhan penyakit tertentu. Hasil penelitian dan pengujian secara ilmiah 
tersebut disimpulkan bahwa penggunaan tumbuhan tertentu dapat 
dipertanggungjawabkan. Sebab, dari penelitian dan pengujian para ahli, telah 
diketahui adanya komposisi kandungan kimiawi obat-obatan yang terdapat pada 
jenis tumbuhan tertentu yang telah lama digunakan oleh nenek moyang kita 
sebagai obat tradisional. (Thomas,ANS, 1992: 9).  
Para ilmuan terus berusaha untuk mencari sumber antimikroba baru, 
terutama padatumbuhanyang tumbuh di Indonesia. Tumbuhan yang digunakan 
untuk obat tradisional dapat dijadikan alternatif pencarian zat antimikroba baru 
(Ervizal,2001: 30). 
Salah satu obat tradisional yang telah dikenal sebagian masyarakat 
memiliki khasiat yang bermanfaat bagi tubuh adalah Brotowali (Tinospra crispa 
L. Miers). Tanaman ini merupakan tanaman merambat yang tumbuh liar di ladang 
dan hutan atau sering ditanam oleh masyarakat pedesaan sebagai tanaman obat 
(Manan, 2003: 20). Brotowali merupakan tanaman yang banyak ditemukan pada 
daerah beriklim tropis. Negara-negara di Asia Tenggara seperti Indonesia dan 
Thailand ditenggarai sebagai wilayah dari mana tanaman ini berasal, sehingga 
Brotowali banyak tumbuh di negara-negara tersebut (Saptorini, 2007: 18). 
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Brotowali dikenal oleh masyarakat luas sebagai jamu yang memiliki rasa 
pahit. Tanaman ini telah diketahui memiliki banyak manfaat, diantaranya adalah 
sebagai antipiretik, analgesik, antiparasitik, antiseptik, antidiabetik dan antitumor. 
Efek tersebut didapat dari kandungan bahan-bahan aktif yang terdapat di 
dalamnya. Brotowali (Tinosporacrispa(L) Miers), mengandung senyawa 
pikoretin, berberin, danpalmatin, yang termasuk senyawa golongan alkaloid; 
pikroretosid dan tinokrisposid yang merupakan suatu senyawa glikosida; serta 
senyawa triterpenoid. Batang Brotowali sangat bermanfaat sebagai obat sakit 
perut, sakit punggung, sakit pinggang, serta gatal-gatal dan luka yang sulit 
disembuhkan (Kresnady, 2003: 57). 
 Masyarakat seringkali menggunakan Brotowali sebagai obat untuk 
menurunkan kadar gula darah pada penderita diabetes, akan tetapi Brotowali 
masih jarang digunakan untuk mengobati penyakit infeksi dengan penyebab 
bakteri.Oleh karena itu dilakukan penelitian ini untuk mengetahui efektifitas 
senyawa fitokimia yang dimiliki brotowali apakah memiliki aktivitas sebagai 
antibakteri atau tidak. 
B. Rumusan masalah 
1. Apakah ekstrak n-Heksan batang brotowali (Tinosporacrispa L.) memiliki 
aktivitas antibakteri terhadap beberapabakteri patogen? 
2. Komponen senyawa aktif apakah yang dapat menghambat pertumbuhan 
bakteri pathogen pada ekstrak n-Heksan batang brotowali  (Tinospora 
crispa L.)? 
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3. Bagaimana tinjauan islam mengenai pemanfaatan tanaman sebagai obat? 
C. Definisi Operasional dan Ruang Lingkup Penelitian 
Terdapat berbagai macam istilah pada judul skripsi ini, diantaranya  
1. Ekstrak merupakan suatu sediaan pekat yang diperoleh dengan 
mengekstraksi zat aktif dari simplisia nabati atau simplisia hewani dengan 
menggunakan pelarut yang sesuai. 
2. Aktivitas antibakteri merupakan suatu sifat yang dimiliki oleh ekstrak 
tumbuhan baik dari daun, korteks, biji, bunga, akar, dan buah yang dapat 
menghambat dan membunuh pertumbuhan bakteri. 
3. n-Heksanmerupakan senyawa kimia hidrokarbon alkana dengan rumus 
kimia C6H14 (isomer utama n-heksana memiliki rumus CH3(CH2)4CH3). 
yang digunakan untuk mengekstraksi sampel . Senyawa ini berwujud 
cairan tidak berwarna dan memiliki aroma khas. 
4. Bakteri patogen merupakan kelompok bakteri parasit yang dapat 
menimbulkan berbagai macam penyakit pada hewan dan tumbuhan. 
Ruang lingkup penelitian ini, hanya membatasi pada jenis bakteri patogen 
saja, tidak untuk bakteri non-patogen. Kemudian, dari segi metode penelitian yang 
dilakukan menggunakan metode difusi agar danKLT-Bioautografi untuk 
mengetahui daya hambat suatu sampel. Pelarut atau cairan penyari yang 
digunakan yakni penyari n-heksan. 
D. Kajian pustaka 
Berdasarkan jurnal skripsi Indah Rukmini yang berjudul Uji Aktivitas 
Antibakteri Ekstrak Daun Asam Jawa Terhadap Beberapa Bakteri Patogen Secara 
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KLT-Bioautografi, Indah Rukmini mengambil dasar terhadap metode yang 
digunakan yakni dengan mengukur adanya aktivitas antibakteri dari ekstrak daun 
AsamJawa dengan menggunakan KLT-Bioautografi. Tetapi, pada penelitian ini 
penulis menggunakan ekstrak yang telah melalui proses fraksinasi sehingga 
pemisahan senyawa lebih kompleks (Rukmini, 2011). 
Berdasarkanjurnal yang dibuat oleh Nur Puspita Sari Siregar yang berjudul 
Uji Antimikroba Batang Brotowali (Tinosporacrispa L. Miers) Terhadap 
Pseudomonas aeruginosa Secara In Vitro dengan dasar kandungan kimia yang 
terdapat pada batang brotowali adalah alkaloid berberin, saponin, dan tannin 
memiliki efek antimikroba. Pada penelitian yang dilakukan oleh Nur Puspita Sari 
Siregar menggunakan metode dilusi tabung kemudian digoreskan pada media 
Nutrient Agar Plate untuk menentukan konsentrasi hambat minimum (KHM) dan 
konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) ekstrak batang brotowali, dari hasil 
penelitian ini dapat disimpulkan KHM ekstrak brotowali pada konsentrasi 5% dan 
KBM batang brotowali berada pada  konsentrasi ekstrak 6% (Siregar, N.P.S, 
2010). 
Berdasarkan jurnal penelitian Armisman yang berjudul  Uji Aktivitas  
Antimikroba dan Fraksinasi Ekstrak Daun Jati, menjelaskan berbagai macam 
metode ekstraksi, jenis-jenis mikro organisme patogen, dan teknik-teknik 
fraksinasi. Penulis kemudian menjadikan penelitian Armisman sebagai salah satu 
dasar untuk mengambil suatu metode yakni KLT-Biautografi untuk mengetahui 
daya hambat sampel. Selain itu,  metode fraksinasi yaitu Kromatografi Cair 
Vakum juga dijadikan metode oleh penulis (EdyPatturusi, 2008). 
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Hasil penelitian ekstrak batang brotowali dengan pelarut metanol juga 
menunjukkana danya perubahan suhu tubuh dan titer antibody dalam darah tikus 
tiap masing-masing dosis. Pada perlakuan induksi ekstrak batang brotowali 
dengan pelarut metanol dosis 250 mg/kg BB mengalami penurunan suhu tubuh 
tikus putih dari 39,7 
o
C menjadi 37,6 
o
C; P2 dengan dosis 500 mg/kg BB 
mengalami penurunan suhu tubuh tikus putih dari 38,9 
o
C menjadi 37,5 
o
C ; P3 
dengan dosis 1000 mg/kg BB mengalami penurunan suhu tubuh tikus putih dari 
39,1 
o
C menjadi 37,4 
o
C. Dosis yang mampu menurunkan gejala demam typhoid 
pada ekstrak batang brotowali dengan pelarut metanol yaitu 250 mg/kg BB 
(Hidayati, 2011) 
E. Tujuan dan Kegunaan Penelitian 
Tujuan penelitian ini sebagai berikut, 
1. Untuk mengetahui efek antibakteri hasil partisi ekstrak n-heksan batang 
brotowali (Tinospora crispa L.) terhadap beberapa bakteri patogen. 
2. Untuk mengetahui komponen kimia yang dapat menghambat 
pertumbuhan bakteri. 
3. Untuk mengetahui pandangan Islam tentang penggunaan batang 
brotowali dalam pengobatan penyakit 
Manfaat penelitian ini adalah untuk memberikan informasi terhadap pemanfaatan 
dan pengolahan batangbrotowali sebagai antibakteri terhadap beberapa bakteri 
yang dapat menyebabkan penyakit. 
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BAB II 
TINJAUAN PUSTAKA 
A. Uraian Tanaman 
1. Klasifikasi Tanaman (Kresnady, 2001) 
Kingdom   : Plantae  
Divisi : Spermatophyta  
Subdivisi  : Angiospermae  
Kelas  : Dicotyledoneae  
Ordo : Ranunculales  
Famili  : Menispermaceae  
Genus  : Tinospora  
Spesies : Tinospora crispa L.. Miers  
2. Morfologi Tanaman 
Brotowali merupakan tanaman perdu merambat dengan ketinggian 
dapat mencapai 2,5 meter. Seperti tumbuhan dikotil lainnya, Brotowali 
juga terdiri dari bagian akar, batang, daun, bunga dan buah (Saptorini, 
2007). 
Akar dari tanaman Brotowali termasuk jenis akar tunggang. 
Batangnya berwarna hijau, memiliki benjolan (berbintil-bintil rapat), 
mengandung banyak air, dan memiliki tebal 1 cm. Daunnya merupakan 
daun tunggal yang berwarna hijau muda, berbentuk jantung, berujung 
lancip dengan tulang daun menjari. Daun Brotowali memilki ukuran 
panjang 7 - 12 cm dan lebar 5 - 10 cm. Bunganya merupakan bunga 
8 
 
 
 
bermahkota enam dan berbentuk tandan semu dengan warna hijau muda, 
yang nantinya akan berubah menjadi merah dan putih. Brotowali juga 
memiliki buah yang berwarna merah muda yang memiliki panjang 7 - 8 
mm (Saptorini, 2007). 
Bagian dari tanaman ini yang sering digunakan sebagai obat dan 
dipercaya memiliki manfaat klinis adalah akar, batang, dan daun (Dweck, 
2005). Tanaman yang batangnya pahit ini menyukai tempat yang terkena 
cahaya  matahari. Dapat ditemukan tumbuh liar atau ditanam sebagai 
tanaman obat. Perbanyakan dilakukan dengan cara stek (Dalimartha, 
2005).  
3. Kandungan Kimia 
Brotowali mengandung banyak senyawa kimia yang berkhasiat 
dalam menyembuhkan berbagai jenis penyakit.Kandungan senyawa kimia 
berkhasiat obat tersebut, terdapat pada seluruh bagian tumbuhan Brotowali 
mulai dari akar, batang, dan daun (Kresnady, 2001). 
Sejumlah literatur menyebutkan, secara umum tanaman Brotowali 
(Tinospora crispa L. Miers) mengandung senyawa kimia, seperti alkaloid 
berberine, damar lunak, pati, glikosida, pikroretrosid, harsa, zat pahit 
pikroretin, tinokrisposid, palmatin, kolumbin, dan kaokulin atau 
pikrotoksin (Kresnady, 2001). 
 Selain itu, Brotowali juga mengandung zat-zat lain seperti saponin 
dan tanin (Soedarmillah, 1999; Syukur, 1999). 
9 
 
 
 
Kandungan alkaloid berberine, saponin, dan tanin diduga 
merupakan bahan aktif yang banyak terdapat pada batang Brotowali dan 
memilki efek bakterisida (Saptorini, 2007). 
4. Kegunaan 
Sebagai obat tradisional, Brotowali (Tinospora crispa L. Miers) 
memilki banyak kegunaan dan manfaat.Oleh masyarakat, Brotowali 
banyak digunakan untuk menyembuhkan demam, hiperglikemia, luka, 
infeksi cacing di usus dan infeksi di kulit.Dekok batangnya dipercaya 
sebagai antipiuretik, anti-malaria dan pembersih ulkus di kulit (Rahman et 
al., 1999).Air rebusan batang Brotowali sering digunakan untuk mencuci 
luka, koreng, dan kudis (Dalimartha, 2005). 
Di Indo Cina, semua bagian tanaman ini digunakan sebagai obat 
demam pengganti kina. Di Malaysia, Brotowali sudah dikenal secara 
turun-temurun sebagai obat untuk menurunkan kadar gula darah pada 
penderita Diabetes Mellitus. Di Indonesia, seperti di Bali, batang 
Brotowali banyak digunakan untuk mengobati sakit perut, demam, dan 
sakit kuning. Oleh masyarakat Jawa, tanaman ini dipercaya memiliki 
khasiat untuk menurunkan demam dan sebagai obat luar, seperti untuk 
luka dan gatal-gatal (Kresnady, 2001). 
Di Filipina Brotowali dianggap obat serbaguna, antara lain 
digunakan untuk mengobati pasien yang menderita gangguan mental 
(psikosis). Beberapa penelitian yang dilakukan pada tikus, air rebusan 
batang Brotowali memiliki efek menenangkan. Bagian batang dan daun 
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adalah bagian dari tanaman ini yang banyak dimanfaatkan dalam 
pengobatan berbagai macam penyakit (Saptorini, 2007). 
Secara ilmiah, Brotowali telah dibuktikan memiliki efek 
antibakterial, (Zakaria et al., 2006), antifilarial, antipieretik (Kongkathip et 
al., 2002) dan antihiperglikemik (Noor, 1998). Ekstrak Brotowali 
(Tinospora crispa L. Miers) dilaporkan dapat menghambat sintesis dan 
pelepasan nitric oxide yang berperan dalam beberapa proses fisiologi 
tubuh, seperti proses inflamasi (Sulaiman et al., 2008).  
B. Uraian Mikroba Uji 
1. Escherichia coli 
a. Klasifikasi (Garrity. G. M., Bell. J. A., and Lilbum 2004 : 24 – 141) 
Domain : Bacteria 
Phylum : Proteobacteria 
Class : Gammaproteobacteria 
Ordo : Enterobacteriales 
Familia : Enterobacteriaceae 
Genus : Escherichia 
Spesies : Escherichia coli  
b.  Sifat dan morfologi. Escherichia coli merupakan bakteri Gram negatif 
berbentuk batang lurus 1,1-1,5 µm x 2,0-6,0 µm, motil dengan flagellum 
peritrikum atau non motil. Tumbuh dengan mudah padamedium nutrien 
sederhana. Laktosa difermentasi oleh sebagian besar galur dengan 
produksi asam dan gas (Pelczar. Michael J, and Chan. E.C.S, 2008: 949) 
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2. Bacillus subtillis 
a. Klasifikasi (Garrity. G. M., Bell. J. A., and Lilbum 2004 : 24 – 172) 
Domain : Bacteria 
Phylum : Firmicutes 
Class : Bacilli 
Ordo : Bacillales 
Familia : Bacillaceae 
Genus : Bacillus 
Spesies : Bacillus subtillis 
b. Sifat dan morfologi. Bacillus subtillis merupakan bakteri gram positif 
memiliki sel batang 0,3-2,2 µm x 1,27 -7,0 µm. Sebagian besar motil; 
flagelum khas lateral. Membentuk endospora tidak lebih dari satu dalam 
sel spongarium. Kemoorganotrof. Metabolisme dengan respirasi sejati, 
fermentasi sejati, atau kedua-duanya, yaitu respirasi dan fermentasi. 
Katalase positif yang umumnya ditemukan di tanah Aerobik sejati atau 
anaerobik fakultatif. Bersifat termofilik  yang dapat tumbuh pada kisaran 
suhu 45-55
o
C dan mempunyai pertumbuhan yang optimum pada suhu 60-
80
o
C.(Pelczar. Michael j. and Chan. E.C.S, 2008: 947) 
 
 
3. Pseudomonas aeruginosa 
a. Klasifikasi (Garrity. G. M., Bell. J. A., and Lilbum 2004 : 24 – 95) 
Domain : Bakteria 
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Phylum : Proteobacteria 
Class : Gammaproteobacteria 
Ordo : Pseudomonadales 
Familia : Pseudomonadaceae 
Genus : Pseudomonas 
Spesies : Pseudomonas aeruginosa 
b. Sifat dan morfologi. . Pseudomonas aeruginosa merupakan bakteri 
Gram negatif dengan berbentuk sel tunggal, batang lurus atau melengkung, 
namun tidak berbentuk heliks. Pada umumnya berukuran 0,5-1,0 µm. 
Motil dengan flagellum polar; monotrikus atau multitrikus. Tidak 
menghasilkan selongsong prosteka.Tidak dikenal adanya stadium istirahat. 
Termasuk dalam golongan bakteri kemoorganotrof, dimana yang 
dimaksud dengan kemoorganotrof  yakni kelompok mikroorganisme yang 
menggunakan hasil reduksi oksidasi senyawa organik sebagai donor 
elektron. Mikroorganisme yang termasuk dalam kelompok ini adalah 
mikroorganisme heterotrofik Metabolisme dengan respirasi, tidak pernah 
fermentatif.Oksigen molekuler merupakan penerima elektron universal, 
beberapa dapat melakukan denitrifikasi dengan menggunakan nitrat 
sebagai penerima pilihan.(Pelczar. Michael J. and Chan. E.C.S, 2008: 952) 
4. Staphylococcus aureus 
a. Klasifikasi (Garrity. G. M., Bell. J. A., and Lilbum 2004 : 24 – 187) 
Domain : Bakteria 
Phylum : Firmicutes 
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Class : Bacilli 
Ordo : Bacillales 
Familia : Staphylococcaceae 
Genus : Staphylococcus 
Spesies : Staphylococcus aureus  
b. Sifat dan morfologi. Staphylococcus aureus adalah bakteri Gram 
positif. Sel- sel berbentuk bola, berdiameter 0,5-1,5 µm, terdapat 
dalam tunggal dan berpasangan dan secara khas membelah diri pada 
lebih satu bidang sehingga membentuk gerombolan yang tak teratur. 
Dinding sel mengandung dua komponen utama yaitu peptidoglikan dan 
asam teikoat yang berikatan dengannya. Kemoorganotrof, yakni 
kelompok mikroorganisme yang menggunakan hasil reduksi oksidasi 
senyawa organik sebagai donor elektron. Mikroorganisme yang 
termasuk dalam kelompok ini adalah mikroorganisme heterotrofik. 
Metabolisme dengan respirasi dan fermentatif. Anaerob fakultatif, 
tumbuh lebih cepat dan lebih banyak dalam keadaan aerobik. Suhu 
optimum 35-40
o
C. Terutama berasosiasi dengan kulit, dan selaput 
lendir hewan berdarah panas. Kisaran inangnya luas, dan banyak galur 
merupakan patogen potensial (Pelczar.Michael J. and Chan, E.C.S, 
2008: 954-955) 
5. Staphylococcus epidermis 
a. Klasifikasi (Garrity. G. M., Bell. J. A., and Lilbum 2004 : 24 – 187) 
Domain : Bakteria 
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Phylum : Firmicutes 
Class : Bacilli 
Ordo : Bacillales 
Familia : Staphylococcaceae 
Genus : Staphylococcus 
Spesies : Staphylococcus epidermis 
b. Sifat dan morfologi. Staphylococcus epidermis adalah bakteri Gram 
positif. Sel-sel berbentuk bola, berdiameter 0,5-1,5 µm, terdapat 
dalam tunggal dan berpasangan dan secara khas membelah diri pada 
lebih dari satu bidang sehingga membentuk gerombolan yang tak 
teratur. Anaerob fakultatif,artinya dapat menghasilkan energi pada 
keadaan anaerob tetapi  tumbuh lebih cepat dan lebih banyak dalam 
keadaan aerobik. Suhu optimum 35-40
o
C. Terutama berdisosiasi 
dengan kulit, dan selaput lendir hewan berdarah panas (Pelczar. 
Michael J. and Chan. E.C.S, 2008: 954) 
6. Streptococcus mutans 
a. Klasifikasi (Garrity. G. M., Bell. J. A., and Lilbum 2004 : 24 – 203) 
Domain : Bakteria 
Phylum : Firmicutes 
Class : Bacilli 
Ordo : Lactobacillales 
Familia : Streptococcaceae 
Genus : Streptococcus 
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Spesies : Streptococcus mutans 
b.  Sifat dan morfologi. Streptococcus mutans termasuk bakteri Gram 
positif berbentuk bola sampai lonjong, berdiameter 0,5-1,5 µm, koloni 
bulat cembung dengan permukaan licin atau sedikit kasar dan tepi 
seluruhnya atau sebagaian tidak beraturan. Koloni buram berwarna biru 
terang, bersifat fakultatif aerob dimana fakultatif aerob adalah bakteri 
dapat menggunakan oksigen untuk menghasilkan energi tetapi dapat 
juga menghasilkan energi dengan cara anaerob, dapat tumbuh pada 
suhu 45
o
C dan suhu optimumnya. Dinding sel terdiri dari 4 komponen 
antigenik yaitu peptidoglikan, polisakarida, protein, dan asam lipokoat. 
Bersifat nonmotil (tidak bergerak). Bersifat asidogenik yakni 
menghasilkan asam. (Pelczar. Michael J. and Chan. E.C.S, 2008: 955) 
7. Salmonella typi 
a. Klasifikasi (Garrity. G. M., Bell. J. A., and Lilbum 2004 : 24 – 122) 
Domain : Bakteria 
Phylum : Gammaproteobacteria 
Ordo : Enterobacteriales 
Familia : Enterobacteriaceae 
Genus : Salmonella 
Spesies : Salmonella typi (Garrity. G. M., Bell. J. A., and 
Lilburn, 2004: 24-122) 
b.  Sifat dan morfologi. Salmonella thyposa adalah bakteri gram negatif 
berbentuk batang lurus dengan ukuran 0,7-1,5 µm, biasanya tunggal 
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dan kadang-kadang membentuk rantai pendek, jenis yang bergerak 
berflagel peritrik, hidup secara aerobik atau anaerobik fakultatif, artinya 
dapat menghasilkan energi dengan keadaan anaerob. Meragikan 
glukosa dengan menghasilkan asam kadang-kadang gas dari manosa. 
Sebagian besar isolat motil (dapat bergerak). Menghasilkan H2S.  
Tumbuh optimal pada suhu 37
o
C dan berkembang biak pada suhu 
kamar. Mati pada suhu 56
o
Catau pada keadaan kering. Bakteri ini dapat 
ditemukan disaluran pencernaan manusia dan hewan. Bakteri ini 
merupakan penyebab demam tifoid karena adanya infeksi akut pada 
usus halus manusia dan hewan . Memiliki tiga jenis antigen yaitu 
antigen O, anrigen Vi atau K, dan antigen H.(Pelczar. Michael J. and 
Chan. E.C.S, 2008: 953) 
8. Vibrio sp 
a. Klasifikasi (Garrity. G. M., Bell. J. A., and Lilbum 2004 : 24 – 109) 
Domain : Bacteria 
Phylum : Proteobacteria 
Class : Gammaproteobacteria 
Ordo : Vibrionales 
Familia : Vibrionaceae 
Genus : Vibrio 
Spesies : Vibrio sp 
b. Sifat dan morfologi. Vibrio sp adalah bakteri Gram negatif. Batang 
pendek, tidak membentuk spora, tumbuh melengkung atau lurus, 0,5 x 
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1,5-3,0 µm, terdapat tunggal atau kadang-kadang bersatu dalam bentuk 
S atau spiral. Motil dengan satu flagelum polar, atau pada beberapa 
spesies dengan dua atau lebih flagelum dalam satu berkas polar; hanya 
sesekali non motil. Seringkali mempunyai sferoplas, biasanya dibentuk 
dalam keadaan lingkungan yang kurang menguntungkan. Tidak tahan 
asam. Tidak membentuk kapsul. Tumbuh baik dan cepat pada medium 
nutrien baku. Kemoorganotrof. Metabolisme dengan respirasi 
(menggunakan oksigen) dan fermentatif. Anerobik fakultatif. Suhu 
optimum berkisar dari 18-37
o
C. (Pelczar. Michael J. and Chan . E.C.S, 
2008: 956) 
C.Metode Ekstraksi 
Proses untuk mendapatkan ekstrak disebut ekstraksi, yaitu penyarian zat 
berkhasiat atau zat aktif dari bagian tanaman obat, hewan dan beberapa jenis ikan 
termasuk biota laut (Dirjen POM, 1986:10). 
Ragam ekstraksi yang tepat sudah tentu bergantung pada tekstur dan 
kandungan air bahan tumbuhan yag diekstraksi dan pada jenis senyawa yang 
diisolasi. Umumnya kita perlu “membunuh” jaringan tumbuhan untuk mencegah 
terjadinya oksidasi enzim atau hidrolisis. Mencemplungkan jaringan daun segar 
atau bunga, bila perlu dipotong-potong, ke dalam etanol mendidih adalah suatu 
cara yang baik untuk mencapai tujuan itu. Alkohol bagaimanapun juga adalah 
pelarut serbaguna yang baik untuk ekstraksi pendahuluan. Selanjutnya bahan 
dapat dimaserasi dalam suatu wadah toples kaca, lalu disaring. Tetapi hal ini 
hanya betul-betul diperlukan bila kita ingin mengekstraksi habis. Bila mengisolasi 
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senyawa dari jaringan hijau, keberhasilan ekstraksi dengan alkohol berkaitan 
langsung dengan seberapa jauh klorofil tertarik oleh pelarut itu. Bila pada  ampas 
sampel  sama sekali tidak berwarna hijau lagi, dapat dianggap semua senyawa 
berbobot molekul rendah telah terkestraksi. (Harborne, 1998: 6-7). 
1. Cara Dingin 
a. Maserasi 
Maserasi merupakan penyarian secara sederhana karena dilakukan 
dengan cara merendam serbuk simplisia dalam cairan penyari. Cairan 
penyari akan menembus dinding sel dan masuk ke dalam rongga sel yang 
mengandung zat aktif. Zat aktif akan larut dan karena adanya perbedaan 
konsentrasi antara larutan dan zat aktif di dalam sel dan diluar sel maka 
larutan yang terpekat didesak keluar. Peristiwa ini berulang-ulang kali 
terjadi keseimbangan konsentrasi antara larutan diluar sel dan di dalam sel 
(Dirjen POM, 1986: 10) 
Maserasi merupakan proses perendaman sampel dengan pelarut 
organik yang digunakan pada temperatur ruangan. Proses ini sangat 
menguntungkan dalam isolasi bahan alam karena dengan perendaman 
sampel tumbuhan akan terjadi pemecahan dinding dan membran sel akibat 
perbedaan tekanan antara didalam dan diluar sel sehingga metabolit 
sekunder yang ada dalam sitoplasma akan terlarut dalam pelarut organik 
dan ekstraksi senyawa akan sempurna karena dapat diatur lama 
perendaman yang dilakukan. Pemilihan pelarut untuk proses maserasi akan 
memberikan efektivitas yang tinggi dengan memperhatikan kelarutan 
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senyawa bahan alam pelarut tersebut. Secara umum pelarut metanol 
merupakan pelarut yang paling banyak digunakan dalam proses maserasi 
(Dawis, 2000)Metode maserasi dapat dilakukan modifikasi sepertiberikut : 
1) Modifikasi maserasi melingkar 
Maserasi melingkar adalah penyarian yang dilakukan dengan 
menggunakan cairan penyari yang selalu bergerak dan menyebar 
(berkesinambungan) sehingga kejenuhan cairan penyari merata. 
Keuntungan cara ini antara lain, aliran cairan penyari mengurangi lapisan 
batas, cairan penyari akan didistribusikan secara seragam, sehingga 
memperkecil kepekatan setempat, waktu yang diperlukan lebih singkat. 
2) Modifikasi maserasi digesti 
Maserasi digesti adalah cara maserasi dengan menggunakan panas 
lemah, yaitu pada suhu 40 – 50oC. Cara ini hanya dapat dilakukan untuk 
simplisia yang zat aktifnya tahan terhadap pemanasan. Dengan pemanasan 
akan diperoleh keuntungan seperti, kekentalan pelarut berkurang yang 
dapat mengakibatkan berkurangnya lapisan-lapisan batas, daya melarutkan 
cairan penyari akan meningkat sehingga pemanasan tersebut mempunyai 
pengaruh yang sama dengan pengadukan, dan koefisien difusi berbanding 
lurus dengan suhu absolute dan berbanding terbalik dengan kekentalan, 
hingga kenaikan suhu akan berpengaruh pada kecepatan difusi. 
3) Modifikasi maserasi melingkar bertingkat 
Maserasi melingkar bertingkat sama dengan maserasi melingkar 
tetapi pada maserasi melingkar bertingkat dilengkapi dengan beberapa 
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bejana penampungan sehingga tingkat kejenuhan cairan penyari setiap 
bejana berbeda-beda. (Dirjen POM, 1986: 12-15) 
b. Perkolasi 
Perkolasi adalah ekstraksi dengan pelarut yang selalu baru sampai 
sempurna (exhaustive extraction) yang umunya dilakukan pada temperatur 
ruangan. Proses terdiri dari tahapan pengembangan bahan, tahap maserasi 
antara, tahap perkolasi sebenarnya (penetapan / penampungan ekstrak) 
yang jumlahnya  1-5  bahan (Dirjen POM 1986: 16) 
Perkolasi merupakan proses melewatkan pelarut organik pada 
sampel sehingga pelarut akan membawa senyawa organik bersama-sama 
pelarut. Tetapi efektivitas dari proses ini hanya akan lebih besar untuk 
senyawa organik yang sangat mudah larut dalam pelarut yang 
digunakan.(Darwis, 2000) 
2. Cara Panas 
a. Refluks 
Refluks adalah ekstraksi dengan pelarut pada temperatur titik 
didihnya, selama waktu tertentu dan jumlah pelarut terbatas yang relatif 
konstan dengan adanya pendingin balik. Umumnya dilakukan 
pengulangan proses pada residu pertama sampai 3 – 5 kali sehingga dapat 
termasuk proses ekstraksi sempurna. 
b. Soxhlet 
Soxhlet adalah ekstraksi menggunakan pelarut yang selalu baru 
yang umumnya dilakukan dengan alat khusus sehingga terjadi ekstraksi 
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kontinu dengan jumlah pelarut relatif konstan dengan adanya pendinginan 
balik. 
c. Digesti 
Digesti adalah maserasi kinetik (dengan pengadukan kontinu) pada 
temperatur yang lebih tinggi dari temperatur ruangan (kamar), yaitu secara 
umum dilakukan pada temperatur 40 – 50oC. 
d. Infus 
Infusadalah ekstraksi dengan pelarut air pada temperatur penangas 
air (bejana infus tercelup dalam penangas air mendidih, temperatur terukur 
96-98
o
C) selama waktu tertentu 15-20 menit. 
e. Dekok 
Dekok adalah infus pada waktu yang lebih lama >30
o
C dan 
temperatur sampai titik didih air. 
D. Metode Pemisahan Secara Kromatografi Lapis Tipis 
Kromatografi adalah suatu teknik pemisahan, yang pertamakali dipakai 
untuk memisahkan zat warna tanaman. Meskipun demikian untuk senyawa-
senyawa yang berwarna tak lama dan hampir kebanyakan pemisahan-pemisahan 
secara kromatografi sekarang diperuntukkan untuk senyawa-senyawa tak 
berwarna termasuk gas (Sastroamidjojo, 1985:  30) 
Pemisahan secara kromatografi dilakukan dengan memperhatikan secara 
langsung beberapa sifat fisika dari zat yang terlibat adalah : 
a. Kecenderungan molekul untuk melarut dalam cairan 
b. Kecenderungan molekul untuk melekat pada permukaan serbuk halus 
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c. Kecenderungan molekul untuk menguap atau berubah ke keadaan uap. 
Manfaat dilakukan kromatografi pada hakekatnya adalah dengan tujuan 
untuk mengetahui senyawa-senyawa apa yang ada (kualitatif), berapa kadarnya 
(kuantitatif) dan bagaimana memperoleh yang murni (Gritter, 1991: 1,14).  
Kromatografi lapis tipis adalah salah satu cara memisahkan suatu 
komponen berdasarkan adsorbasi dan partisi. Adsorben yang digunakan berupa 
bubuk halus dari silika gel yang dibuat serba rata diatas lempeng 
aluminium.Komponen yang dipisahkan naik mengikuti pelarutnya sesuai 
kecepatan elusinya masing-masing terjadi pemisahan.Ukuran partikel adsorben 
harus halus, agar lapisan adsorben pada lempeng aluminium terbentuk rata dan 
homogen sehingga rembesan dari cairan pengelusi cepat dan rata, dengan 
demikian komponen dapat terpisah baik. 
KLT memiliki beberapa kelebihan yaitu pemisahan senyawa yang amat 
berbeda seperti senyawa organik alam dan senyawa organik sintetik, kompleks 
anorganik-organik, dan bahkan ion anorganik, dapat dilakukan dalam beberapa 
menit dengan alat yang harganya tidak terlalu mahal. Selain itu pelarut dan 
cuplikan yang digunakan jumlahnya sedikit (Sastroamidjojo, 1985, 34,36, Gritter, 
1991: 114-115) 
E. KLT-Bioautografi 
Bioautografi, berasal dari kata bio yang berarti makhluk hidup dan 
autografi berarti melakukan aktivitas sendiri. Bioautografi adalah suatu metode 
pendeteksian untuk menemukan suatu senyawa antimikroba yang belum 
teridentifikasi dengan cara melokalisir aktivitas antimikroba tersebut pada suatu 
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kromatogram. Metode ini memanfaatkan pengertian kromatografi lapi tipis 
(KLT).Pada bioautografi ini didasarkan atas efek biologi berupa antibakteri, 
antiprotozoa, antitumor, dan lain-lain dari substansi yang diteliti. Ciri khas dari 
prosedur bioautografi adalah didasarkan pada metode difusi agar, dimana senyawa 
antimikrobanya dipindahkan dari lapisan KLT ke medium agar yang telah 
diinokulasikan dengan merata bakteri uji yang peka.Dari hasil inkubasi pada suhu 
dan waktu tertentu akan terlihat zona hambatan disekeliling dari spot dari KLT 
yang telah ditempelkan pada media agar. Zona hambat ditampakkan oleh aktivitas 
senyawa aktif yang terdapat di dalam bahan yang diperiksa terhadap pertumbuhan 
mikroorganisme uji.(Djide. M. N, Sartini,Kadir. S. H, 2006: 299-302) 
Metode bioautografi merupakan metode sederhana yang digunakan untuk 
menunjukkan adanya aktivitas antibakteri atau antikapang. Metode ini 
menggabungkan penggunaan teknik kromatografi  lapis tipis dengan respon 
mikroorganisme yang diuji berdasarkan aktivitas biologi dari suatu analit yang 
dapat berupa antibakteri, antikapang, dan antiprotozoa. Bioautografi dapat 
digunakan untuk mencari antibakteri atau antikapang yang terkandung dalam 
suatu sampel tumbuhan atau tanaman , dan juga dengan metode ini kita dapat 
mendeteksi golongan senyawa.(Mace K, Choma I, Colorado RJ, 2005: 67-71) 
KLT-Bioautografi dapat dibagi atas 3 kelompok yaitu : 
d. Bioautografi Langsung 
Prinsip kerja dari metode ini adalah suspensi mikroorganisme uji 
peka dalam medium cair disemprotkan pada permukaan Kromatografi 
Lapis Tipis (KLT) yang telah dihilangkan sisa-sisa eluen yang menempel 
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pada lempeng kromatogram. Setelah itu dilakukan inkubasi pada suhu dan 
waktu tertentu 
e. Bioautografi kontak 
Metode ini didasarkan atas difusi dari senyawa yang telah 
dipisahkan dengan kromatografi lapis tipis (KLT) atau kromatografi 
kertas. Lempeng kromatografi tersebut ditempatkan diatas permukaan 
medium  Nutrient Agar yang telah diinokulasikan dengan mikroorganisme 
yang sensitif terhadap senyawa antimikroba yang dianalisis. Setelah 15-30 
menit, lempeng kromatografi tersebut di pindahkan diangkat dari 
permukaan medium. Senyawa antimikroba yang telah berdifusi dari 
lempeng kromatogram ke dalam media agar dan akan menghambat 
pertumbuhan bakteri setelah diinkubasi pada suhu dan waktu tertentu 
sampai noda yang menghambat pertumbuhan mikroorganisme uji tampak 
pada permukaan membentuk zona yang jernih. 
f. Bioautografi Pencelupan. 
Pada prakteknyametode ini dilakukan sebagai berikut yaitu bahwa 
lempeng kromatografi yang telah dielusi, diletakkan dalam cawan petri, 
sehingga permukaannya tertutup oleh medium agar yang berfungsi sebagai 
„base layer‟. Setelah medium agar memadat, selanjutnya dituangi medium 
yang telah disuspensikan mikroba uji yang berfungsi sebagai „seed layer‟. 
Kemudian diinkubasikan pada suhu dan waktu yang sesuai. 
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F. Sterilisasi 
Sterilisasi adalah suatu proses untuk membunuh atau memutuskan 
semua mikroorganisme atau jasad renik yang ada, sehingga jika 
ditumbuhkan di dalam suatu medium tidak ada lagi mikroorganisme atau 
jasad renik yang dapat berkembang biak. Sterilisasi harus dapat 
membunuh mikroorganisme atau jasad renik yang paling tahan panas yaitu 
spora bakteri. 
Jenis-jenis sterilisasi : 
1. Sterilisasi Fisik 
a. Pemanasan Basah 
Untuk membunuh mikroorganisme atau jasad renik dapat 
digunakan beberapa perlakuan fisik, misalnya dengan pemanasan basah, 
pemanasan kering, radiasi, dan lain-lain. 
1) Perebusan 
Air mendidih atau uap air pada suhu 100
o
C dapat membunuh 
bentuk vegetatif dari mikroorganisme dan virus dalam waktu lima menit. 
Beberapa spora juga dapat terbunuh pada suhu 100
o
C selama beberapa 
menit, tetapi masih banyak spora bakteri yang tahan terhadap panas dan 
masih tetap hidup setelah dilakukan perebusan selama beberapa jam. 
2) Pemanasan dengan tekanan 
Pengukusan dengan tekanan dapat dilakukan dengan menggunakan 
alat berupa autoklaf yaitu untuk membunuh spora bakteri yang paling 
tahan panas. Spora yang paling tahan panas akan mati pada suhu 121
o
C 
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selama 15 menit. Kekuatan membunuh dari uap air panas disebabkan pada 
waktu kondensasi, pada bahan yang disterilisasi dilepaskan sejumlah besar 
panas latent.Pengerutan yang disebabkan oleh kondensasi menyebabkan 
penyerapan uap air baru yang berarti lebih banyak panas yang diserap. 
Sterilisasi untuk bahan cair, susu, sediaan cair, larutan, emulsi atau 
suspensi yang bahannya mengandung bahan yang mudah rusak. 
3) Tindalisasi 
Proses sterilisasi dengan cara menggunakan pemanasan dengan 
suhu 100
o
C selama 30 menit dan dilakukan setiap hari berturut-turut 
selama tiga hari. Waktu inkubasi dilakukan diantara dua proses 
pemanasan, dua proses pemanasan sengaja dilakukan agar spora yang 
bergerminasi menjadi sel vegetatif, sehingga mudah dibunuh pada 
pemanasan berikutnya. 
4) Pasteurisasi 
Proses pemanasan pada suhu rendah yaitu 63-70
o
C selama 30 
menit dan dilakukan setiap hari selama tiga hari berturut-turut. Proses ini 
biasa dilakukan terhadap bahan atau zat-zat yang tidak tahan pada 
pemanasan tinggi seperti susu. Ada beberapa mikroorganisme yang tahan 
pada suhu tinggi atau termofil dan sporanya tahan pada proses pasteurisasi. 
Setelah proses pasteurisasi dilakukan, maka produk harus didinginkan 
dengan cepat untuk mencegah pertumbuhan bakteri yang masih hidup. 
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b. Pemanasan kering 
Pemanasan kering kurang efektif untuk membunuh 
mikroorganisme dibandingkan dengan pemanasan basah. Berbeda pada 
pemanasan basah yang menyebabkan terjadinya denaturasi protein, pada 
pemanasan kering yang menyebabkan dehidrasi sel. Pemanasan kering 
juga dapat menyebabkan oksidasi komponen-komponen dalam sel. 
Pemanasan kering sering digunakan dalam sterilisasi alat gelas di 
laboratorium, dimana digunakan oven dengan suhu 160-180
o
C, selama 1,5 
– 2 jam dengan sistem udara statis. Jika digunakan oven yang dilengkapi 
dengan sirkulasi udara, maka hanya dibutuhkan waktu setengahnya, 
karena aliran udara panas ke alat-alat gelas akan lebih efisien. 
c. Sterilisasi Radiasi 
Sinar matahari yang dipancarkan langsung pada sel vegetatif 
mikroorganisme dapat menyebabkan kematian pada sel tersebut, 
sedangkan sporanya biasanya lebih tahan. Efek bakterial dari sinar 
matahari tersebut disebabkan oleh bagian ultra violet dari spektrum 
sinarnya. Sinar ultra violet (UV) yang dipancarkan dari lampu uap merkuri 
sering digunakan untuk menyinari ruangan-ruangan tertentu, sehingga 
dapat mengurangi kontaminasi mikroorganisme di udara pada ruangan. 
Radiasi UV menyebabkan kesalahan dalam replikasi DNA dan 
mempunyai aktivitas mutagenik dalam sel-sel yang masih hidup. 
2. Sterilisasi Mekanik 
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Biasa disebut penyaringan.Cara-cara penyaringan telah banyak 
digunakan untuk mensterilkan medium laboratorium dan larutan-larutan 
yang dapat mengalami kerusakan jika dipanaskan. Penyaringan dengan 
ukuran pori-pori0,45 mikro dan akan menghilangkan mikroorganisme 
yang ada pada larutan tersebut. Penyaring yang banyak digunakan tersebut 
dibuat dari gelas sinter, film selulosa (gelmen, Milipore) dan abestos atau 
penyaring Seitz. Pori-pori penyaring tersebut berkisar antara 0,22-10 
mikron. Pori-pori yang lebih besar biasanya digunakan untuk 
menjernihkan sebelum digunakan pori-pori yang lebih halus, sehingga 
tidak terjadi penyumbatan.Penyaring yang biasa digunakan untuk menahan 
atau menyaring virus atau mikroplasma adalah penyaring yang memiliki 
ukuran yang sangat kecil yakni penyaring Seitz. 
3. Sterilisasi Kimia 
Bahan kimia ini menimbulkan pengaruh yang lebih selektif 
terhadap mikroorganisme dibanding dengan perlakuan fisik seperti panas 
dan radiasi. Cara ini sering disebut dengan : 
a. Desinfeksi 
Suatu proses untuk membunuh mikroorganisme yang bersifat 
patogen yang sering digunakan adalah dengan cara kimia atau fisik, cara 
ini ditujukan untuk pemakaian pada benda mati, tetapi tidak selalu efektif 
terhadap bentuk sporanya. 
b. Antiseptis 
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Suatu proses untuk membunuh atau memusnahkan mikroorganisme 
atau jasad renik yang pada umumnya menggunakan cara kimia dan 
penggunaannya ditujukan kepada makhluk hidup. Bahan antiseptik dapat 
bersifat bakterisid atau fungisid yaitu dapat membunuh bakteri atau fungi 
dan dapat pula bersifat bakteriostatik atau fungistatik yaitu hanya dapat 
menghambat pertumbuhan bakteri atau fungi (Djide. M. N, Sartini, 2008: 
191-194) 
G. Antimikroba 
5. Pengertian Antimikroba 
Bahan-bahan atau obat-obatan yang digunakan untuk memberantas 
infeksi mikroba pada manusia termasuk diantaranya antibiotika, 
antiseptika, disinfektansia, dan preservatif. 
Obat-obat yang digunakan untuk membasmi mikroorganisme yang 
menyebabkan infeksi pada manusia, hewan maupun tumbuhan harus 
bersifat toksisitas selektif artinya obat atau zat tersebut harus bersifat 
toksis terhadap mikroorganisme penyebab penyakit tetapi relatif tidak 
toksik terhadap jasad inang atau hospes (Djide. M. N, Sartini, 2008: 399) 
6. Sifat Antimikroba 
a. Bakteriostatik 
Zat atau bahan yang dapat menghambat atau menghentikan 
pertumbuhan mikroorganisme (bakteri). Dalam keadaan seperti ini jumlah 
mikroorganisme menjadi stasioner, tidak dapat lagi bermultiplikasi dan 
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berkembang biak. Contoh sulfonamida, tetrasiklin, kloramfenikol, dan 
eritromisin. 
b. Bakteriosida 
Zat atau bahan yang dapat membunuh mikroorganisme (bakteri). 
Dalam hal ini jumlah mikroorganisme (bakteri) akan berkurang atau 
bahkan habis, tidak dapat lagi melakukan atau berkembang bika. Contoh 
penisilin, sefalosporin, dan neomisin (Djide. M. N, Sartini, 2008: 399) 
7. Prinsip Kerja Antimikroba 
Suatu antimikroba memperlihatkan toksisitas yang selektif, dimana 
obatnya lebih toksik terhadap mikroorganismenya dibandingkan pada sel 
hospes. Hal ini dapat terjadi  karena pengaruh obat yang selektif terhadap 
mikroorganisme atau karena obat karena reaksi-reaksi biokimia yang 
penting dalam sel parasit lebih unggul daripada pengaruhnya pada hospes. 
Disamping itu struktur sel mikroorganisme berbeda dengan struktur sel 
manusia.( Djide. M. N, Sartini, 2008: 340) 
8. Mekanisme Antimikroba 
a. Mengganggu metabolisme sel mikroba 
Pada umumnya bakteri memerlukan para amino benzoic acid 
(PABA) untuk mensintesis purin dan pirimidin (prekursor DNA dan 
RNA), bila asam fosfat tidak ada, sel-sel tidak dapat tumbuh atau 
membelah (Mycek 2001: 283-284) 
Antimikroba bekerja memblok terhadap metabolit spesifik 
mikroba, seperti Sulfonamida.Sulfonamida menghambat pertumbuhan sel 
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dengan menghambat sintesis asam folat oleh bakteri.Sulfonamida secara 
struktur mirip dengan asam folat, PABA, dan bekerja secara kompetitif 
untuk enzim-enzim yang langsung mempersatukan PABA dan sebagian 
menjadi asam dihidraptroat (Djide. M. N, Sartini, 2008: 341) 
b. Penghambatan sintesis dinding sel 
Ada antibiotik yang merusak dinding sel mikroba dengan 
menghambat sintesis enzim atau inaktivasi enzim, sehingga menyebabkan 
hilangnya viabilitas dan sering menyebabkan sel lisis.Antibiotik ini 
meliputi penisilin, sefalosporin, sikloserin, vankomisin, ristosetin, dan 
basitrasin. Antibiotik ini menghambat sintesis dinding sel terutama dengan 
mengganggu sintesis peptidoglikan (Suwandi, 1992) 
Dinding sel bakteri menentukan bentuk karakteristik dan berfungsi 
melindungi bagian dalam sel terhadap perubahan tekanan osmotik dan 
kondisi lingkungan lainnya. Didalam sel terdapat sitoplasma yang dilapisi 
dengan membran sitoplasma yang merupakan tempat berlangsungnya 
proses biokimia sel. Adanya mekanisme yang mempengaruhi langkah 
akhir sintesis dinding sel (bakteri transpeptidase atau ikatan silang) 
sehingga membran kurang stabil secara osmotik, akan terjadi lisis pada sel. 
(Suwandi, 1992, Mycek, 2001: 284) 
c. Penghambatan terhadap fungsi membran sel 
Dibawah dinding sel bakteri adalah lapisan membran sel 
lipoprotein yang dapat disamakan dengan membran sel pada 
manusia.Membran ini mempunyai sifat permeabilitas selektif dan 
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berfungsi mengontrol keluar masuknya substansi dari dan kedalam sel, 
serta memelihara tekanan osmotik internal dan ekskresi waste product. 
Selain itu membran sel juga berkaitan dengan replikasi DNA dan sintesis 
dinding sel. Oleh karena itu, substansi yang mengganggu fungsinya akan 
sangat lethal terhadap sel. Beberapa antibiotik yang dikenal mempunyai 
mekanisme kerja mengganggu membran sel yaitu antibiotik peptida 
(polimiksin, gramisidin, sirkulin, tirosidin, valinoomisin) 
Membran sel merupakan lapisan molekul lipoprotein yang 
dihubungkan dengan ion Mg selama pembentukan membran, dapat 
meningkatkan permeabilitas sel atau menyebabkan sel lisis.Beberapa 
antibiotik bersatu dengan membran dan berfungsi sebagai ionphores, yaitu 
senyawa yang memberi jalan masuknya ion abnormal. Proses ini dapat 
mengganggu biokimia sel, misalnya Gramicidin. Polimiksin dapat 
merusak membran sel setelah beraksi dengan fosfat pada fosfolipid 
membran sel. Sehingga polmiksin lebih aktif terhadap bakteri Gram 
negatif dari pada Gram positif yang mempunyai jumlah fosfor lebih 
rendah. (Suwandi, 1992) 
d. Penghambatan terhadap sintesis protein 
Hidupnya suatu sel tergantung pada terpeliharanya molekul-
molekul dalam keadaan alamiah.Suatu kondisi atau substansi mengubah 
keadaan ini yaitu mendenaturasi protein dengan merusak sel tanpa dapat 
diperbaiki kembali.Suhu tinggi atau konsentrasi beberapa zat dapat 
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mengakibatkan koagulasi irreversible komponen-komponen seluler yang 
vital ini. 
Antimikroba mempunyai fungsi riobosom pada mikroorganisme 
yang menyebabkan sintesis protein terhambat.Dimana dapat berikatan 
dengan ribosom 30S yang dapat menyebabkan akumulasi sintesis protein 
awal yang kompleks, sehingga salah dalam menerjemahkan tanda m-RNA 
menghasilkan polipeptida yang abnormal.Selain ini juga dapat berikatan 
dengan ribosom 50S yang dapat menghambat ikatanasam amino baru pada 
rantai peptida yang memanjang. Contohnya aminoglikosida, 
kloramfenikol, tertrasiklin, eritromisin, dan linkomisin (Ganiswara, 1995: 
572-573) 
e. Penghambatan terhadap sintesis asam nukleat 
Asam nukleat merupakan bagian yang sangat vital bagi 
perkembangbiakan sel. Untuk pertumbuhannya, kebanyakan sel 
tergantung pada sintesis DNA, sedangkan RNA diperlukan untuk 
transkripsi dan menentukan informasi sintesis protein dan enzim.Ada 
beberapa jenis RNA, yaitu t-RNA, r-RNA, dan m-RNA yang masing-
masing mempunyai peranan pada sintesis protein. (Suwandi, 1992) 
Begitu pentingnya DNA dan RNA dalam proses kehidupan sel. Hal 
ini berarti bahwa gangguan apapun yang terjadi pada pembentukan atau 
pada fungsi zat-zat tersebut dapat mengakibatkan kerusakan total pada sel. 
Dalam hal ini mempengaruhi metabolisme asam nukleat, seperrti berikatan 
dengan enzim DNA dependen RNA-polymerase bakteri, memblokir helix 
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DNA. Contoh quinolon, pyrimethamin, trimethoprim, dan trimetrexat 
(Pelczar. Michael J. and Chan. E.C.S, 2008: 458) 
H.  Tinjauan Islam 
Ajaran islam diturunkan ke muka bumi untuk mengatur kehidupan dunia 
dan akhirat, mengatur hubungan manusia dan penciptanya (Allah SWT). Serta 
hubungan manusia dengan alam sekitarnya. Oleh sebab itu maka dapat ditegaskan 
bahwa islam adalah satu-satunya agama yang paling sempurna syariatnya. 
QS. An-Nahl/16:11 
                              
            
Terjemahannya 
 Dia menumbuhkan bagi kamu dengan air hujan itu tanam-tanaman; 
zaitun, korma, anggur dan segala macam buah-buahan. Sesungguhnya 
pada yang demikian itu benar-benar ada tanda (kekuasaan Allah) bagi 
kaum yang memikirkan.(11) 
Ayat di atas menyatakan bahwa Allah telah menciptakan bermacam jenis 
tumbuhan di muka bumi ini sebagai tanda kekuasaan-Nya. Semua itu tidak 
diciptakan dengan sia-sia dan pasti memiliki manfaat bagi kehidupan manusia. 
Namun untuk dapat memanfaatkan kesemua itu, dibutuhkan ilmu pengetahuan 
yang mendalam. Nah ilmu pengetahuan ini hanya dapat dimiliki bagi orang-orang 
yang berpikir dan senantiasa berusaha memahami tanda-tanda tersebut. 
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Soal penyakit adalah salah satu bentuk ujian dan cobaan dari Allah. Ujian 
ini antara lain bermaksud agar setiap orang menyadari bahwa manusia hamba 
Allah, yang tidak bisa melepaskan diri dari genggamannya. Dialah yang 
menurunkan dan menyembuhkan penyakit bagi hambaNya. Tidak semua pasien 
yang sembuh dari penyakit yang dideritanya, bagaimanapun kualitas obat yang 
diberikan dan bagaimanapun ahlinya dokter yang merawatnya. Ini sebagai bahan 
renungan kepada setiap hambaNya, bahwa ada maha kekuatan yang abstrak yang 
Maha Mengatur dan Maha Menentukan segala urusan. 
QS al-Thaha/20: 53 
 َنِم َلَشَنأَو ُٗلٗبُس َاهِيف أمَُكن ََكهَسَو اٗد أهَم َض أَر ألۡٱ ُمَُكن َمَعَج يِذَّنٱ 
 َٰىَّتَش ٖتَابَّن ن ِّم اٗج ََٰو أَسأ ٓۦِِهب َان أجَز أَخَأف ٗءٓا ِٓءاَم َّسنٱ٣٥  
Terjemahnya 
Yang telah menjadikan bagimu bumi sebagai hamparan dan yang telah 
menjadikan bagimu di bumi itu jalan-jalan, dan menurunkan dari langit 
air hujan. Maka Kami tumbuhkan dengan air hujan itu berjenis-jenis dari 
tumbuh-tumbuhan yang bermacam-macam.(53 ). (Departemen Agama RI, 
1977: 481) 
 
Ayat diatas menyatakan: Dia, yakni Allah, Yang telah menjadikan bagi 
kamu, wahai Fir‟aun dan seluruh manusia, sebagaimana besar bumi sebagai 
hamparan dan menjadikan sebagian kecil lainnya gunung-gunung untuk menjaga 
kestabilan bumi dan Dia, Tuhan itu juga, Yang telah menjadikan bagi kamu di 
bumi itu jalan-jalan yang mudah kamu tempuh, dan menurunkan dari langit air, 
yakni hujan sehingga tercipta sungai-sungai dan danau, maka Kami tumbuhkan 
dengannya, yakni dengan perantaraan hujan itu, berjenis-jenis tumbu-tumbuhan 
yang bermacam-macam jenis, bentuk, rasa, warna, dan manfaatnya. Demikian itu 
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semua Allah ciptakan buat kamu binatang-binatang kamu (Shihab, 2002: 604-
605). 
Ayat diatas menjelaskan bahwa tersedia banyak jenis tumbuh-tumbuhan 
yang mampu tumbuh di bumi dengan adanya air hujan. Ayat ini juga menjelaskan 
bahwa segala yang diciptakan di bumi ini termasuk tumbuh-tumbuhan ada 
manfaatnya, termasuk batang brotowali dan manusia memiliki tugas untuk 
mencari dan meneliti manfaat dari tumbuhan tersebut. 
QS. Al Israa‟/17:82 
                                  
Terjemahannya 
Dan Kami turunkan dari Al Quran suatu yang menjadi penawar dan 
rahmat bagi orang-orang yang beriman dan Al Quran itu tidaklah 
menambah kepada orang-orang yang zalim selain kerugian(82) 
(Departemen Agama RI, 1977) 
Ayat di atas menjelaskan bahwa di dalam Al Quran terkandung ilmu untuk 
menawar segala penyakit. Oleh karena itu banyak tumbuhan yang dapat 
dimanfaatkan sebagai obat, maka Rasulullah saw, memerintahkan kita untuk 
berobat bila terkena penyakit, sebagaimana hadist yang diriwayatkan oleh Jabir r.a 
bahwa Rasulullah saw bersabda : 
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Terjemahnya : 
“ Tidaklah Allah menurunkan suatupenyakit, melainkanakan menurunkan 
pula obat untuk penyakit tersebut ” (ZadulMa‟ad 4. 2008; 270) 
Selainitu, Rasulullah shallalahu ‘alaihiwasallam jugabersabda, 
                                                  
Terjemahnya : 
“ Untuk setiap penyakit ada obatnya. Apabila obat tersebut sesuai dengan 
penyakitnya, penyakit tersebut akan sembuh dengan seizin Allah ” (H.R. 
Muslim). (ZadulMa‟ad 4. 2008; 270-271) 
Hadits-hadits ini menunjukkan bahwa seluruh jenis penyakit, memiliki obat yang dapat 
digunakan untuk mencegah, menyembuhkan, ataupun untuk meringankan penyakit 
tersebut. Hadits ini juga mengandung dorongan untuk mempelajari pengobatan 
penyakit-penyakit badan sebagaimana kita mempelajari obat untuk penyakit-penyakit 
hati. (Zadul Ma’ad 4. 2008; 270-271). 
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BAB III 
METODOLOGI PENELITIAN 
A. Jenis dan Lokasi Penelitian 
Jenis penelitian ini termasuk penelitian eksperimental dan lokasi penelitian 
dilaksanakan dalam laboratorium Fitokimia dan laboratorium Mikrobiologi. 
B. Pendekatan Penelitian 
Jenis penelitian yang dilakukan oleh penulis lebih mendekati kearah 
penelitian eksperimental.  
C.Populasi dan Sampel 
1. Populasi Sampel 
Populasi merupakan keseluruhan subyek penelitian. Populasi dalam 
penelitian ini adalah tumbuhan brotowali (Tinospora crispa L. Miers.) yang ada 
di Kabupaten Bone Sulawesi Selatan. 
2. Sampel 
Sampel yang digunakan pada penelitian ini batang brotowali (Tinospora 
crispa L.Miers.). 
D. Metode Pengumpulan Data 
Teknik pengumpulan data yang dilakukan pada penelitian ini adalah 
observasi. Observasi merupakan suatu teknik atau cara mengumpulkan data 
dengan jalan mengadakan pengamatan terhadap proses yang sedang berlangsung. 
Observasi dilakukan dengan dua cara yaitu mengamati dan melakukan pencatatan 
hasil secara teliti dari gejala yang ada. (Sukmadinata, 2005: 220). 
E. Instrumen Penelitian 
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1. Alat yang digunakan 
Autoklaf, bejana maserasi, batang pengaduk, botol pengencer, cawan petri, 
cawan porselin, chamber, gelas erlenmeyer, gelas ukur 10 ml, gelas ukur 50 ml, 
gelas kimia, inkubator, kompor listrik,Laminar Air Flow, lampu spirtus, lampu 
UV 254 dan 366 nm, lemari pendingin, magnetik stirrer, neraca O‟Hauss, oven, 
ose bulat, penangas air,rotary evaporator, sendok tanduk, seperangkat alat 
kromatografi cair vakum, spoit 1 ml, spoit 10 ml, timbangan analitik, dan vial. 
2. Bahan yang digunakan 
Airsuling (aquadestillata), biakanmurni (Escherichia coli, Bacillus 
subtillis, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi, Staphylococcus aureus, 
Staphylococcus epidermidis, Streptococcus mutans, dan Vibrio sp., DMSO 
(DimetilSulfoksida),etil asetat, HCl, kloroform,etanol 96%, silika gel 60 GF254, 
metanol, medium Nutrient Agar (NA), ekstrak n-heksan hasil partisi batang 
brotowali (Tinospora crispa L. Miers), larutan fisiologis Natrium Klorida (NaCl) 
0,9%, N-heksan, Aluminium klorida, Kloroform, Besi (III) klorida (FeCl3), 
Dragenddorf, H2SO4, dan Liebermann-Burchard. 
 
F. Metode Kerja 
1. Pengambilan sampel daun 
Batang brotowali (Tinosporacrispa L.Miers.).batang yang diambil, adalah 
batang yang bersih, sehat, bukan batang yang berjamur atau telah layu. 
2. Pengolahan sampel 
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Batang brotowali (Tinospora crispa L. Miers.) yang telah diambil 
dibersihkan kemudian dipisahkan dari kotoran yang menempel pada sampel 
batang, lalu dicuci dengan air mengalir, kemudian di angin-anginkan ditempat 
yang tidak terkena langsung sinar matahari. Setelah kering, lalu diserbukkan 
dengan cara diblender dan diusahakan tidak terlalu halus, kemudian sampel siap 
untuk diekstraksi. 
3. Ekstraksi sampel 
Sampel batang brotowali (Tinosporacrispa L. Miers.) yang telah 
diserbukkan, ditimbang sebanyak 500 gram dimasukkan dalam wadah maserasi, 
kemudian ditambahkan etanol hingga terendam semua bagian sampel dan ditutup 
rapat. Dibiarkan selama 24 jam sambil diaduk sekali-kali. Disaring dan dipisahkan 
ampas dan filtratnya. Ekstrak etanol yang diperoleh dipekatkan dengan alat 
rotavapor. 
4. Partisi Ekstrak 
Ekstrak etanol 96 % Batang Brotowali (Tinospora crispaL.Miers) dipartisi 
secara cair padat dengan menggunakan pelarut n-heksan, kemudian senyawa yang 
larut n-heksan dan yang tidak larut dipisahkan, kemudian disentrifuge selama 10 
menit dengan kecepatan 3000 rpm, dan diuapkan. Partisi dilakukan hingga 
diperoleh larutan yang jernih. Setelah itu, ekstrak yang tidak larut n-heksan 
dilarutkan dengan Etil asetat, kemudian senyawa yang larut etil asetat dan yang 
tidak larut dipisahkan, kemudian disentrifuge selama 10 menit dengan kecepatan 
3000 rpm, dan diuapkan. Partisi dilakukan hingga diperoleh larutan yang jernih. 
Setelah itu, ekstrak yang tidak larut etil asetat dilarutkan dengan Metanol, 
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kemudian senyawa yang larut Metanol dan yang tidak larut dipisahkan, kemudian 
disentrifuge selama 10 menit dengan kecepatan 3000 rpm, dan diuapkan. 
Partisidilakukanhinggadiperolehlarutan yang jernih. 
5. Sterilisasi alat 
Alat-alat yang diperlukan dicuci dengan detergen, wadah mulut lebar 
dibersihkan dengan larutan detergen  selama 15-30 menit diikuti dengan 
pembilasan pertama dengan HCL 0,1% dan terakhir dengan air suling. Alat-alat 
dikeringkan dengan posisi terbalik di udara terbuka setelah kering dibungkus 
dengan kertas perkamen. Tabung reaksi dan gelas erlenmeyer terlebih dahulu 
disumbat dengan kapas bersih. Alat-alat dari kaca disterilkan dalam oven pada 
suhu 180
o
C selama 2 jam. Alat-alat suntik seperti spoit yang tidak tahan dalam 
pemanasan tinggi, disterilkan pada autoklaf pada suhu 121
o
C selama 15 menit 
dengan tekanan 2 atm. Jarum inokulasi atau ose disterilkan dengan pemanasan 
langsung hingga memijar. 
6. Pembuatan Medium 
a. Medium Nutrien Agar (NA) 
Komposisi : 
Ekstrak beef  5,0 gram 
Pepton   10,0 gram 
Agar   15,0 gram 
Air suling hingga 1000 ml 
Pembuatan : 
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Semua bahan dimasukkan kedalam gelas erlenmeyer dilarutkan dengan air suling 
hingga 800 ml, dipanaskan sampai larut, dicukupkan sampai 1000 ml aquadest, 
kemudian disterilkan dalam autoklaf pada suhu 121
o
C selama 15 menit. 
b. Medium Glukosa Nutrien Broth (GNB) 
Komposisi : 
Ekstrak beef  5,0 gram 
Glukosa  10,0 gram 
Pepton   10,0 gram 
Air suling hingga 1000 ml 
Pembuatan 
Semua bahan dimasukkan ke dalam gelas erlenmeyer, dilarutkan dengan air suling 
hingga 800 ml, dipanaskan sampai larut, dicukupkan sampai 1000 ml air suling, 
kemudian disterilkan dalam autoklaf pada suhu 121
o
C selama 15 menit (Djide, M. 
N., Sartini, 2008: 22-23) 
7. Penyiapan Bakteri Uji 
Bakteri uji digunakan dalam penelitian ini meliputi Escherichia coli 
(Penyebab diare), Bacillus subtillis (gastroenteritis), Salmonella thyposa 
(Penyebab Thypoid), Pseudomonas aeruginosa (penyebab pneumonia, ISK), 
Staphylococcus aureus (Penyebab penyakit kulit), Staphylococcus epidermidis 
(Penyebab Jerawat), Streptococcus mutans (penyebab karang gigi), dan Vibrio sp 
(disentri). Bakteri-bakteri ini berasal dari Balai Besar Laboratorium Kesehatan 
Makassar yang diremajakan dalam medium Nutrien Agar (NA) miring dan 
diinkubasi selama 1 x 24 jam pada suhu 37
o
C. 
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8. Pembuatan Suspensi Bakteri 
Kultur bakteri yang berumur 1 x 24 jam telah diremajakan dalam medium 
NA miring, disuspensikan dengan NaCl fisiologis (NaCl 0,9 %) kemudian diukur 
kekeruhannya 25% T pada spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 
580 nm. 
9. Skrinning Aktivitas Antibakteri 
Pada tahap skrining aktivitas, ekstrak etanol dilarutkan dalam 
dimetilsulfoksida (DMSO), kemudian dicampurkan dengan media NA yang telah 
dicairkan. Campuran tersebut dituangkan ke dalam cawan petri dan digoyang-
goyangkan agar rata dan dibiarkan memadat. Biakan mikroba uji yang telah 
diencerkan diratakan dengan menggunakan metode drygalsky (metode surface 
plate), kemudian cawan petri diinkubasi pada suhu 37
o
C selama 1 x 24 jam. 
 
10. Pengujian Secara KLT-Bioautografi 
Metode ini didasarkan atas difusi senyawa yang telah dipisahkan dengan 
kromatografi lapis tipis (KLT). Lempeng kromatografi yang sebelumnya telah 
dielusi, ditempatkan di atas permukaan medium Nutrien Agar yang telah 
diinokulasi dengan mikroorganisme yang sensitif terhadap senyawa antimikroba 
yang dianalisis. Setelah diinkubasi pada suhu dan waktu yang tepat, akan nampak 
zona hambat senyawa yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri. 
11. Identifikasi Bercak Aktif dengan Beberapa Penampakan Bercak 
Kromatogram disemprot dengan menggunakan pereaksi semprot sebagai 
berikut : 
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a. Alkaloid 
Pereaksi yang digunakan yaitu Dragendorf, jika sampel positif mengandung 
alkaloid, maka timbul warna jingga dengan latar belakang kuning. 
b. Steroid 
Pereaksi yang digunakan yaitu Liebermann-Buchard sampel terlebih dahulu 
dipanaskan setelah disemprot pereaksi, jika sampel positif mengandung steroid, 
maka timbul noda berflouresensi coklat atau biru menunjukkan senyawa 
triterpen. Kromatogram diamati pada lampu UV 254 dan 366 
c. Flavanoid 
Pereaksi yang digunakan yaitu Aluminium Klorida diamati di lampu UV, jika 
sampel megandung senyawa flavanoid maka noda akan berfluoresensi hijau. 
d. Fenol 
Pereaksi yang digunakan Besi (III) Klorida, jika sampel positif mengandung 
fenol akan dihasilkan warna hijau atau biru. 
e. Khumarin 
Pereaksi yang digunakan KOH etanolik, jika sampel positif mengandung 
senyawa khumarin akan dihasilkan warnamerah terang. 
f. Penampakan bercak H2SO4 
Kromatogram disemprotkan pereaksi H2SO4 10% dipanaskan pada suhu 105
o
C 
selama 5 menit dan diamati.Kebanyak senyawa organik memberikan warna 
kuning, coklat, dan hitam (Sutrisno, R.B : 4-78) 
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BAB IV 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
A. Hasil Penelitian dan Pembahasan 
1. Hasil Ekstraksi batang brotowali 
Tabel 1. Hasil ekstrak etanol 96% batang brotowali 
Berat Sampel 
(g) 
Jenis Pelarut Volume Pelarut 
(ml) 
Berat Ekstrak 
(g) 
500 Etanol 96% 1000 27,25 
Batang brotowali kering sebanyak 500 gram di maserasi dengan 
menggunakan metode maserasi. Hasil ekstraksi yang diperoleh dengan 
menggunakan Etanol 96% sebesar 27,25 gram. 
2. Hasil Partisi Ekstrak 
Tabel  2. Hasil Partisi Ekstrak Etanol 96 %Batang Brotowali 
Ekstrak 
Berat  
Sampel 
(g) 
Jenis 
Pelarut 
Volume 
Pelarut 
(ml) 
Berat 
Ekstrak 
(g) 
Etanol 
96% 
27,25 n-Hexan 500 5,5 
≠ n-heksan 21,75 Etil Asetat 300 1,3 
≠ etil 
asetat 
20,45 Metanol 800 13,9 
Setelah diekstraksi, ekstrak etanol 96 %batang brotowali (Tinospora 
crispaL. Miers) sebanyak 27,25 g dipartisi secara cair padat dengan menggunakan 
pelarut n-heksan, kemudian senyawa yang larut n-heksan dan yang tidak larut 
dipisahkan, kemudian disentrifuge selama 10 menit dengan kecepatan 3000 rpm, 
dan diuapkan. Partisi dilakukan hingga diperoleh larutan yang jernih. Setelah itu, 
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ekstrak yang tidak larut n-heksan dilarutkan dengan Etil asetat, kemudian senyawa 
yang larut etil asetat dan yang tidak larut dipisahkan, kemudian disentrifuge 
selama 10 menit dengan kecepatan 3000 rpm, dan diuapkan. Partisi dilakukan 
hingga diperoleh larutan yang jernih. Setelah itu, ekstrak yang tidak larut etil 
asetat dilarutkan dengan Metanol, kemudian senyawa yang larut Metanol dan 
yang tidak larut dipisahkan, kemudian disentrifuge selama 10 menit dengan 
kecepatan 3000 rpm, dan diuapkan. Partisi dilakukan hingga diperoleh larutan 
yang jernih.Hasil yang diperoleh dapat dilihat pada tabel 2. 
 
3.Pengujian Skrinning Antibakteri 
Tabel 3. Hasil Skrinning Aktivitas Antibakteri Hasil Partisi Ekstrak Batang 
Brotowali (Tinospora crispa L. Miers) Terhadap Beberapa Bakteri Uji. 
No Sampel 
Bakteri Uji 
BS EC PA SA SE SM ST Vsp 
1. Ekstrak Etil Asetat - + + - + - - - 
2. Ekstrak Metanol - - - - + - - - 
3. Ekstrak n-Heksan - + + - + + - + 
Keterangan : 
BS  : Bacillus Subtillis   EC : Escherichia coli 
PA : Pseudomonas aeruginosa  ST : Salmonella thyposa 
SA : Staphylococcus aureus SE : Staphylococcus epidermidis 
SM : Streptococcus mutans Vsp : Vibrio sp. 
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Setelah mendapatkan hasil dari partisi maka dilanjutkan pengujian 
skrining antibakteri. Uji ini merupakan uji pendahuluan untuk mengetahui 
aktivitas antimikroba suatu sampel dimana hasil yang diperoleh dapat menjadi 
patokan untuk pengujian selanjutnya.Pengujian skrinning aktivitas antibakteri 
Batang brotowali (Tinospora crispa L. Miers) yang digunakan yaitu ekstrak 
metanol, ekstrak etil asetat dan n-Heksan terhadap bakteri uji Escherichia coli, 
Bacillus subtillis, Pseudomonas aeuginosa, Salmonella thyposa, Staphylococcus 
aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus mutans, dan Vibrio sp. 
Diperoleh hasil bahwa ekstrak metanol menunjukkan aktivitas antibakteri 
terhadapsatu jenis bakteri yaitu,  Staphylococcus epidermis yang ditandai dengan 
tidak adanya pertumbuhan bakteri pada medium agar.Sedangkan ekstrak etil 
asetat memiliki aktivitas anti bakteri terhadap tiga jenis bakteri yaitu, 
Staphylococcus epidermis, Escherichia coli,danPseudomonas aeuginosa. 
Sedangkan ekstrak n-Heksan memiliki aktivitas antibakteri terhadap lima jenis 
bakteri yaitu, Vibrio sp, Staphylococcus epidermis, Escherichia coli, 
Streptococcus mutans, dan Pseudomonas aeuginosa.   Lihat Tabel 3. 
Dari pengujian tersebut diperoleh hasil dimana ekstrak n-Heksan 
memberikan hasil terbaik dibandingkan ekstrak Etil Asetat dan Metanol. 
Selanjutnya ekstrak n-Heksan dilanjutkan pada pengujian Kromatografi Lapis 
Tipis (KLT). 
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Gambar 1. Profil n-Heksan, Etil Asetat, Metanol 
Ekstrak n-Heksan kemudian dilarutkan dengan menggunakan Kloroform : 
Metanol (1 : 1), kemudian ditotol pada lempeng KLT, kemudian dielusi dengan 
eluen n-Heksan : Etil Asetat (3:1).  
 
 
 
 
 
Gambar 2. Menghambat Bakteri Pseudumonas aeroginosa (PA) 
Keterangan : Hasil Menyatakan Positif (+) dengan Zona Hambat ditandai dengan 
Lingkaran Hitam 
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Gambar 3. Menghambat Pada Bakteri Vibrio sp 
Keterangan : Hasil Menyatakan Positif (+) dengan Zona Hambat ditandai dengan 
Lingkaran Hitam 
 
 
 
 
 
 
Gambar 4. Menghambat Pada Bakteri Streptococcus mutans (SM) 
Keterangan : Hasil Menyatakan Positif (+) dengan Zona Hambat ditandai dengan 
Lingkaran Hitam 
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Gambar 5. Menghambat Pada Bakteri Streptococcus epidermidis (SE) 
Keterangan : Hasil Menyatakan Positif (+) dengan Zona Hambat ditandai dengan 
Lingkaran Hitam 
 
 
 
 
 
 
Gambar 6. Menghambat Pada Bakteri Escheria coli (EC) 
Keterangan : Hasil Menyatakan Positif (+) dengan Zona Hambat ditandai 
dengan Lingkaran Hitam 
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Setelah didapatkan profil KLT maka dilanjutkan dengan pengujian KLT 
bioautografi terhadap lima jenis bakteri patogen yang didapatkan dari hasil 
pengujian skrining antibakteri, hasil yang diperoleh seperti yang tercantum pada 
gambar diatas. 
4.Identifikasi komponen senyawa kimia 
Tabel  4. Hasil Identifikasi Golongan Senyawa kimia batang brotowali 
Pereaksi 
Semprot 
Komponen 
Kimia 
Warna 
Nilai 
Rf 
Ket. 
Dragendorf Alkaloid - - - 
AlCl3 5 % Flavonoid Hijau 0,54 Flavanoid 
Lieberman-
Bouchard 
Steroid Coklat 0,81 Steroid 
FeCl3 5 % Fenol - - - 
KOH Khumarin - - - 
Keterangan: (+) Flavanoid dan Steroid 
Identifikasi senyawa kimia dilakukan dengan eluen n-heksan:etil asetat 
(3:1). Dipotong lempeng KLT menjadi 5 bagian. Diberi tanda masing-masing 
yaitu alkaloid, flavonoid, steroid/ terpenoid,dan fenolik, antrakuinon, ditotol pada 
bagian-bagian tersebut. Lalu dimasukkan dalam chamber dan ditunggu hingga 
eluen bergerak naik sampai batas atas.Untuk alkaloid disemprot dengan reagen 
Dragendorf, steroid/ terpenoid disemprot dengan reagen LB, untuk fenolik 
disemprot FeCl3, untuk flavonoid disemprot dengan AlCl3 5%.Hasil identifikasi 
senyawa golongan yang diperoleh dapat dilihat pada tabel 4. 
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Setelah pemberian batas atas, sampel ditotol tegak lurus pada batas bawah 
yang telah dibuat.Namun sebelum dilakukan penotolan, terlebih dahulu lempeng 
diaktifkan pada suhu 105
o
C selama 20 menit.Lempeng perlu diaktifkan agar 
lapisan silika gel sedikit mungkin mengandung air.Penotolan dilakukan dengan 
menggunakan pipa kapiler secara tegak lurus dengan permukaan lempeng sampai 
diperoleh totolan yang sempurna. Setelah itu lempeng yang telah ditotol 
dimasukkan dalam chamber yang berisi eluen n-heksan:etil asetat (3:1) yang telah 
dijenuhkan terlebih dahulu. Dalam hal ini chamber ditutup rapat dengan tujuan 
agar atmosfer dalam chamber terjenuhkan oleh uap pelarut. Penjenuhan udara 
dalam chamber dengan uap akan menghentikan penguapan pelarut. Untuk 
mengetahui hal ini, biasanya ditempatkan kertas saring yang akan terbasahi oleh 
pelarut. Setelah lempeng dimasukkan dalam chamber, chamber ditutup dan dielusi 
sampai batas atas lempeng.Lempeng diangkat dan dikeringkan.Noda yang muncul 
diamati pada UV 254 nm, UV 366 nm, dan disemprot dengan H2SO4 10%, 
hasilnya dicatat dan dihitung nilai Rf-nya. 
Untuk mengamati noda yang muncul pada lempeng maka digunakan 
lampu UV dengan panjang gelombang 254 nm, 366 nm, dan disemprot dengan 
H2SO4 10%.Adapun digunakan lampu UV 254 nm karena adanya interaksi antara 
sinar UV dan gugus kromofor yang tidak terlihat oleh ausokrom yang ada pada 
noda.Flouresensi cahaya yang tampak merupakan emisi cahaya yang dipancarkan 
oleh komponen tersebut ketika elektron yang tereksitasi dari tingkat energi dasar 
ke tingkat energi tinggi dan kembali ke keadaan semula.Energi yang 
mengakibatkan adanya perbedaan flouresensi warna yang dihasilkan tiap noda 
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karena lempeng yang berflouresensi sebagai komponen kimia yang berada di 
bawah panjang gelombang 254 nm. Sinar UV yang dipanjarkan akan diserap 
semua sehingga menghasilkan noda yang gelap. Sedangkan pada lampu UV 366 
nm yang terlihat adalah noda yang berwarna terang karena silika gel yang 
digunakan tidak berflouresensi di bawah UV 366 nm. 
Uji fitokimia dilakukan untuk mengetahui ada tidaknya komponen-komponen 
bioaktif yang terdapat pada sampel uji.Uji fitokimia meliputi uji alkaloid, uji 
steroid/triterpenoid, flavonoid, saponin, fenol hidrokuinon, Molisch, Benedict, 
Biuret dan Ninhidrin. Uji positif terdapat pada flavanoid dan steroid, dimana uji 
flavanoid menggunakan AlCl3 yang ditandai dengan perubahan warna menjadi 
hijau disebabkan adanya gugus hidroksi pada C-3 atau C-5 dan keton yang 
membentuk kompleks dengan pereaksi AlCl3. Sementara, untuk senyawa steroid 
didapatkan melalui uji Liebermann-Burchard, dimana memberikan warna coklat 
disebabkan oleh gugus hidroksil dari kolesterol bereaksi dengan pereaksi dan 
menambah konjugasi dari ketidak jenuhan pada cincin yang terhubung. 
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BAB V 
 
PENUTUP 
A. Kesimpulan 
Berdasarkan hasil penelitian analisis data dan pembahasan dapat disimpulkan 
bahwa : 
1. Ekstrak etanol dan Partisi Batang Brotowali ( Tinospora crispa L. Miers) 
memiliki aktivitas antibakteri terhadap beberapa bakteri patogen. 
2. Ekstrakn-Heksan Batang Brotowali (Tinospora crispa L. Miers) 
mengandung golongan senyawa Steroid dengan nilai Rf 0,81 dan golongan 
senyawa Flavanoid dengan nilai Rf 0,54 pada eluen n-heksan : etilasetat (3:1). 
3. Dalam ajaran Islam, tumbuh-tumbuhan dapat digunakan sebagai 
pengobatan terhadap penyakit yang diderita sebagaimana dalam QS. An-
Nahl/16:11, salah satu jenis tanaman yang dapat digunakan yaitu Batang 
Brotowali (Tinospora crispa L. Miers) sebagai obat Diare, infeksi kulit, jerawat, 
dan karang gigi bagi suku bugis Makassar. 
B. Saran 
Sebaiknya dilakukan penelitian lebih lanjut dengan  melanjutkan pada tingkatan 
fraksi dan isolasi senyawa batang botowali. 
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SKEMA KERJA 
1. Ekstraksi dan Partisi Ekstrak 
 
 
 
  
 
 
 
 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
500 g sampel batangbrotowali 
EkstrakEtanol 
Skrining Efek Antibakteri pada Bakteri Uji 
Partisi Ekstrak 
Ekstrakn-Heksan EkstrakEtil Asetat 
Ekstrak Metanol 
KLT Bioautografi 
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2. Identifikasi Senyawa Kimia 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
EkstraksiTeraktif 
Penentuan profil KLT 
Identifikasi komponen 
kimia 
UV 254 nm UV 366 nm H2SO410% Pereaksi 
Identifikasi 
Lieberman 
Buchart 
Dragenddorf AlCl3 FeCl3 KOH 
etanolik 
Flourosensicoklat/ 
birupada UV 254 nm 
+ Steroid 
Warnajinggalatarkuni
ng 
+ alkaloid 
Noda 
berflourosensihijaupa
da UV254 nm 
+ Flavonoid 
Warnahijau/biru/ 
hitam 
+ Fenol 
Warnamerahterang 
+ Kumarin 
Noda berwarnakuning, 
coklat, danhitam 
Senyawaorganik 
Panaskanpadas
uhu 105 
o
C 
Selama 5 menit 
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Lampiran 3. Gambar 
 
 
 
 
 
 
1. Proses pengeringan sampel batang brotowali 
 
 
 
 
 
 
 
2. proses ekstraksi menggunakan 
pelarut etanol 96% dengan metode maserasi 
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3. Pemisahan hasil ekstrak dengan ampas  
Sampel 
 
 
 
 
 
 
4. Proses pemisahan pelarut dengan hasil ekstrak  
menggunakan rotavapor 
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5. Hasil ekstraksi dipartisi dengan pelarut 
n-heksan, etil asetat, metanol 
 
 
 
 
 
 
 
6. Pemisahan hasil partisi menggunakan 
 Sentrifuge 
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7. Ekstrak hasil partisi n-heksan 
 
 
 
 
 
 
 
8. Ekstrak hasil partisi etil asetat 
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9. Ekstrak hasil partisi metanol 
 
 
 
 
 
 
 
10. Proses skrining antibakteri 
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11. Hasil skrining antibakteri n-heksan 
 
 
 
 
 
 
 
 
                
12. Hasil skrining antibakteri etil asetat 
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13. Hasil penentuan profil KLT 
 
 
 
 
 
 
 
Keterangan : Profil KLT ekstrak n- Heksan, etil asetat, dan metanol dalam 
perbandingan Eluen Hexan : Etil (3:1) 
14. Proses uji aktivitas antibakteri metode KLT 
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Keterangan : Proses KLT Bioautografi dengan Metode temple dengan 
menggunakan Ekstrak n-Heksan 
 15. Hasil KLT bioautografi 
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Keterangan : Hasil Menyatakan Positif (+) dengan Zona Hambat ditandai dengan 
Lingkaran Hitam 
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16. Identifikasi senyawa kimia khumarin  
menggunakan KOH etanolik 10% 
   
Keterangan : Hasil Menyatakan Negatif (-) tidak adanya senyawa kumarin 
17. Identifikasi senyawa kimia Flavanoid  
menggunakan AlCl3 
                      
Keterangan : Hasil Menyatakan Positif (+) dengan menunjukkan warna hijau pada 
lampu UV 366 
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18. Identifikasi senyawa Alkaloid dengan  
menggunakan pereaksi Dragenddorf 
 
 
 
 
 
 
 
 
Keterangan : Hasil Menyatakan Negatif (-)  
19. Identifikasi seyawa steroid dengan menggunakan 
pereaksi Liberman Buchart 
 
Keterangan : Hasil Menyatakan Positif (+) dengan menunjukkan warna biru pada 
lampu UV 366 
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20. Identifikasi senyawa Fenolik menggunakan  
pereaksi FeCl3 
 
 
 
 
 
 
 
 
Keterangan : Hasil Menyatakan Negatif(-) 
21. Identifikasi senyawa kimia organik menggunakan 
H2SO4 
 
 
 
 
 
 
 
Keterangan : Hasil Menyatakan Positif (+) dengan menunjukkan adanya bercak  
noda senyawa organik 
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22. Identifikasi senyawa kimia menggunakan 
UV 254 dan 366 
 
 
 
 
 
 
 
Keterangan : Hasil Menyatakan Positif (+) menandakan adanya penampakan noda 
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